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饥 猴 胁迫 下 家 等 $ 龄 起 午 中 的 香 白 表达 谱 
及 BmLp-c6 的 转录 分 析 


李迎春 ， 钟 杨 生 ,， 林 健 菏 、 


〈 华 南 农 业 大 学 动物 科学 学 院 , 广州 510642 ) 


摘要 :【 目的】 分 析 家 符 Bombyx mori 受 饥 饿 胁迫 后 的 蛋白 质谱 变化 ,探索 其 耐 受 饥饿 的 机 理 。【 方 法】 以 家 和 蛋品 种 
932 为 实验 材料 ,利用 双 癌 电泳 和 质谱 技术 检测 5 龄 起 看 经 过 24 h 饥 饭 胁迫 的 蛋白 质谱 差异 变化 ,利用 殉 光 定量 
PCR 技术 分 析 Bmip-c6 的 转录 表达 。 【结果 】 经 比 对 饥饿 和 蛋 和 正常 取 食 蛋 的 血 淋 巴 和 蛋白 谱 , 人 饥饿 蛋 有 62 个 特异 蛋 
日 点 。 和 蛋 日 点 的 等 电 点 在 4.22 ~6.98 之 间 ,分 子 量 分 布 在 20.81 ~ 144. 69 kDa 间 。 选 取 只 在 饥饿 时 出 现 的 特异 重 
日 点 No. 7111 进行 质谱 鉴定 ,根据 其 氨基 酸 序列 进行 引物 设计 ,获得 了 目的 基因 BrZp-c6 ,经 与 载体 pPET-21d( + ) 连 
接 重 组 后 ,成 功 获得 诱导 表达 。 经 实时 灾 光 定量 PCR 分 析 , 当 5 龄 起 奏 受 到 饥 俄 胁迫 影响 时 ,Brzp-c6 基因 在 血 淋 巴 
中 大 量 转录 表达 ,但 在 中 肠 中 的 转录 表达 水 平 却 极 低 。【 人 结论 】 家 和 春 5 龄 起 答 在 饥饿 胁迫 下 , 血 淋 巴 中 的 蛋白 质谱 发 
生变 化 ,Bmlp-c6 会 大 量 转录 表达 。 
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Protein expression profiles and the transcriptional analysis of BmLp-c6 in the 


Sth instar larvae of the silkworm (Bombyx mori) under starvation stress 

LI Ying-Chun, ZHONG Yang-Sheng, LIN Jian-Rong (College of Animal Science, South China 
Agricultural University, Guangzhou 510642, China) 

Abstract: [Aim) This study aims to analyze the changes in protein expression in the silkworm, Bombyx 
mori, under starvation stress, so as to illustrate the mechanism of starvation tolerance of the silkworm. 
[ Methods)] The silkworm variety 932 was used as the experimental material. The difference of protein 
expression was analyzed through two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry technology 
between the silkworms normally feeding and subjected to 24 h starvation stress after the Sth instar newly 
moulting larval stage. The transcription level of BmLp-cé was detected by using real-time quantitative 
PCR. 【Results】There were 62 specific proteins in the total proteins of the starved larvae compared with 
the larvae normally feeding. Their isoelectric points range from 4. 22 to 6.98, and their molecular weights 
are distributed between 20. 81 and 144.69 kDa. The specific protein No. 7111, which was expressed 
only in the starved larvae, was selected and identified by mass spectrometry. According to the amino acid 
sequence, the primers were designed and the target gene Bmlp-c6e was cloned. The Bmlp-c6e gene was 
induced to express successfully after being connected with the expression vector pET-21d( + ). The real- 
time quantitative PCR analysis showed that when the Sth instar larvae suffered from starvation stress, 
Bmlp-ce had a higher transcriptional level in the hemolymph, while its transcriptional level was very low 
in the midgut. 【Conclusion 】When the 5th instar larvae of B. mori are subjected to starvation stress, the 
protein expression profiles in the hemolymph change and BmlLp-c6 has a high transcriptional level. 

Key words: Bombyx mori; starvation stress; two-dimensional electrophoresis; mass spectrometry; gene 


expression analysis 
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家 盔 Bombyx mori 血 淋 巴 是 在 体 生长 发 育 过 程 
中 合成 与 贮存 重 昌 质 的 场所 ,是 运输 牌 体 俏 养 物质 
的 载体 ,内 含 许多 具有 人 免疫 功能 的 和 集 日 ,如 溶 阔 酶 \ 抗 
阔 厅 ,抗菌 集 白 等 ,在 胡 体 的 基础 代谢 和 生长 发 育 (Li 
et al.， 2006 ) 中 起 着 重要 的 作用 (Li et al., 2012 ) 。 

为 进一步 了 解 看 体 受 饥 俄 胁迫 时 的 应 答 反 应 变 
化 ,本 文 利用 双向 电 注 (two-dimensional electrophoresis， 
2-DE ) 与 质谱 技术 ,并 通过 生物 信息 学 的 有 关 方 法 ， 
分 析 了 5 龄 幼虫 受到 饥 俄 胁迫 时 的 血 淋 巴 中 的 生日 
质 差 异 变化 ,从 血 淋 巴 重 白 的 差异 变化 详 中 区 查 目 
标 人 重 日 ,然后 分 析 其 生物 学 功能 并 进行 基因 元 隆 , 青 
通过 实 光 定量 PCR ( real-time fluorescence 
quantitative PCR ，RT-qPCR ) 技术 ,分 析 关 联 基 因 的 
转录 表达 及 其 在 饥 俄 胁迫 过 程 中 的 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 “ 供 试 家 委 与 试剂 

供 试 家 奉 上 品种 为 932 ,大肠 杆 戎 Escherichia coli 
DH5a、 表 达 答 主 凋 jh.，coli BL21 和 表达 载体 质粒 
pET-21d( + ) 均 由 华南 农业 大 学 家 看 遗传 育种 与 分 
子 生物 学 实验 室 保存 提供 。 

克隆 载体 pMD18T Vector 购 目 大 连 宝生 物 工程 
公司 (TaKaRa) 。Trizol 试剂 盒 购 目 Invitrogen 公司 ， 
TIANScript cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 购 目 天 根 公司 ， 
M-MLYV First Strand cDNA Synthesis Kit 第 一 链 合 成 
试剂 盒 购 日 OMEGA 公司 。 

1.2 看 体 的 处 理 与 取样 

常规 条 件 下 饲养 932 至 5 龄 ,选择 同 在 1 h 内 
完成 脱皮 的 起 看。 设 正 党 喂养 为 对 照 组 ,人 处理 组 不 
蝶 又 叶 ,分别 作 饥 俄 胁迫 处 理 12, 24, 36, 48 ,60 和 
72 h ,然后 各 取 20 头 牌 将 其 冰 晕 ,从 腹 足 取 血 淋巴 
于 无 丽 离 心 管 中 , 同时 解放 奏 体 取出 中 肠 , 再 提取 
RNA。 对 照 组 的 取样 方法 与 处 理 组 在 时 间 和 取样 数 
量 上 相同 。 得 到 的 样本 置 - 80Y 冰箱 中 保存 ,各 处 
理 做 3 次 重复 。 

1.3 血 淋 巴 .中 肠 总 RNA 的 提取 处 理 

取 从 腹 足 提取 的 血 淋 巴 液 各 1.5 mL 于 离心 管 
中 ,4%C12 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 , 留 沉 洗 ,得 
到 各 处 理 组 的 每 分 析 血 淋巴 样本 。 

将 新 鲜 的 中 肠 组 织 置 于 人 研 钵 中 ,加 入 液 毛 作 快 
速 研 麻 后 , 按 S$0 ~100 mg 组 织 /mL Trizol Reagent 回 
人 研 钵 中 加 入 Trizol Reagent, 依 TRIZOL 法 提取 RNA ， 
获得 的 RNA 置 - 80C 冰箱 中 保存 或 直接 用 于 反 转 
录 实 验 。 

1.4 血 淋 巴 的 蛋 日 含量 检测 
以 1:5(vAv) 的 比例 在 春 血 淋巴 样本 中 加 入 和 集 



























































白 裂 解 绥 冲 液 ( 含 8 mol/L 尿 巡 ,2 mol/L 硫 脲 , 4% 
CHAPS, 20 mmol/L Tris, 30 mmol/L DTT 和 2% pH 
4 ~7 的 IPG 绥 冲 液 ) ,混合 后 加 入 PMSF 和 DTT 游 
液 使 其 终 浓度 达到 1 mmol/L PMSF 和 10 mmol/L 
DTT。 按 TCA/ 央 酮 法 (Song et al., 2008 ) 提取 重 白 ， 
用 Bradford(1976 ) 法 测定 生日 浓度 。 
1.5 双向 电泳 分 析 

取 浓 度 为 1.5 pg/kL 的 血亲 巴 生日 样品 100 
WL, 与 400 由 水 化 液 (7 molLE 尿素 , 4% Chaps， 
0.5% IPG buffer, 65 mmol/L DTT 和 0. 002% 涡 酚 
蓝 ) 混 合 后 置 于 室温 水 化 14 h, 然 后 上 样 作 第 一 癌 
等 电 聚 焦 处 理 ( 程 序 如 下 :200 V 除 盐 2 h, 500 V 线 
性 1h, 1000YV 线 性 1h, 1 000 V 升 压 8h 人 至 10 000 
V ,最 终 达 60 000 Vh) ,等 电 聚 焦 结 束 后 ,将 胶 条 在 
平衡 液 工 (成 份 组 成 :0.375 mol/L Tris-HCL pH 8. 8 ， 
6 mol/L 尿素 , 20% 甘油 , 2% SDS, 0.002% 温 酚 蓝 
和 2% DTT) 中 平衡 15 min, 然 后 放 入 平衡 液 卫 (成 
份 组 成 :0.375 mol/L Tris-HCL pH 8.8, 6 mol/L 尿 
素 , 20% 甘油 , 2% SDS, 0.002% 沪 酚 蓝 和 2.5% 础 
乙酰 胶 ) 中 平衡 15 min。 平衡 结束 的 胶 条 放 在 10% 
的 分 离 胶 上 ,进行 第 二 癌 SDS-PAGE 凝 股 电 泳 。 

双 问 电泳 完成 后 用 敏感 型 质谱 羔 容 银 染 方法 进 
行 染 色 (Yan ef al.，2000), 电 泳 凝 胶 图 谱 用 
Amersham Pharmacia Biotech 公司 生产 的 Image 
Scanner 双 问 电泳 凝 胶 专用 透射 扫描 仪 高 精度 扫描 ， 
图 像 用 软件 PDQuest 8. 0. 1 进行 分 析 处 理 。 
1.6 目标 香 白 的 质谱 分 析 

选取 只 在 饥 狐 组 血 淋 巴 中 出 现 的 特异 蛋白 点 
No. 7111 为 目标 蛋白 ,经 脱色 、 脱 水 、 酶 解 消 化 
(trypsin, 37%C 20 h)、 肽 段 抽 提 、 浓 缩 和 脱盐 (ZIP 
Tip) 处理 后 ,委托 深圳 大 学 生命 科学 学 院 生 物质 谱 
室 使 用 4800 plus MALDI-TOF-TOF Analyser 串联 飞 
行 时 间 质 谱 仪 (美国 应 用 生物 系统 公司 ) 进 行 质谱 分 
析 , 获 得 一 级 和 二 级 质谱 数据 后 使 用 GPS Explorer( 软 
件 版 本 号 V3.6, 美 国 应 用 生物 系统 公司 ) 软件 进行 分 
析 , 然 后 将 一 级 和 二 级 质谱 数据 再 整合 成 一 个 文件 ,使 
用 MASCOT( V2.1,Matrix Science, London, UK ) 搜 库 软 
件 对 数据 库 Taxonomy: Metazoa ( Animals ) (2 942 435 
seduences ) 进行 检索 ,鉴定 重 白 质 。 
1.7 构建 pET-21d( + )-BmLp-c6 重组 质粒 

特异 蛋白 点 No. 7 111 经 鉴定 和 生物 信息 学 分 
析 后 ,确定 为 PBMHP-6 和 集 日 。 通 过 对 PBMHP-6 和 售 
日 的 序列 分 析 , 进 而 获得 了 Bmlp-c6 基因 的 ORF 序 
列 ,利用 Premer Primer 5.0 软件 设计 基因 克隆 的 上 
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游 引物 和 下 游 引 物 。 

以 得 血 淋巴 的 RNA 为 模板 ,逆转 录 成 cDNA， 
以 此 为 模板 进行 RT-qPCR, 回收 PCR 产物 ,用 
BamH 工 和 刺 nzd 亚 双 酶 切 ,然后 克隆 到 原核 表达 载 
体 pET-21d( + ) 质粒 中 ,获得 重组 质粒 pET-21d 
(+)-BmLp-c6。 重 组 质粒 利用 BamH IT 和 不 zd 亚 双 
酶 切 、 PCR 和 测序 技术 进行 鉴定 。 

1.8 BmLp-c6 的 诱导 表达 和 诱导 时 间 优 化 

诱导 表达 :将 重组 质粒 pET-21d( + )-Bmlp-c6 
转化 大 肠 杆 阔 BL21, 岂 选 阳性 克隆 后 ,工程 负 在 
37%C 200 r/min 振荡 培养 到 O0Dw 值 约 为 0.6 时 ,加 入 
IPTG 至 终 浓 度 为 1 mmol/L, 经 6 诱导 后 离心 收集 菌 
体 ,用 12.5% SDS-PAGE 检测 重组 蛋白 表达 情况 。 

诱导 时 间 优 化 :挑选 阳性 克隆 于 37 200 x 
min 振荡 培养 4h 后 ,余下 霄 液 中 加 入 IPTG 至 终 浓 
度 为 1 mmol/ 工 ,继续 振 沪 培养 ,分别 收 集 诱导 1, 2， 
3,4,$,6,7 和 8h 后 的 凋 液 ,8 000 r/min 离心 
2 min 收 集 阔 体 。 用 12. 5% SDS-PAGE 检测 诱导 时 
间 优 化 情况 。 

1.9 BmLp-c6 在 家 等 中 肠 和 血 淋 巴 中 的 表达 分 析 

分 别 取 5 龄 得 饥 俄 处 理 12, 24, 36, 48, 60 和 
72 h 和 相对 应 对 照 组 的 血 淋 巴 和 中 上 肠 RNA, 反 转录 
合成 cDNA 第 一 链 。 选 用 B-Actin 作为 内 参 基 因 设 
计 引 物 ,目的 基因 均 设 置 对 照 组 为 标准 样本 。 该 殉 
光 定 量 PCR 反应 体系 为 : Perfectstart SYBR Green 
qPCR Master Mix 25 pL,10 umolLL 的 双 问 引物 各 


2 nL,cDNA 为 2 pL, 加 ddH,0 至 50 EL, 充分 混 匀 ， 
短暂 离心 , 置 ABI 7500 严 光 定量 PCR 仪 (Applied 
Biosystems，USA ) 中 。 热 循环 程序 为 :在 95Y 初始 
变性 10 min, 在 95$% 反应 30 s, 56%C30 s, 72%C 
30 s, 共 40 个 循环 用 于 扩 增 曲线 ;之 后 增加 72C 到 
95% 后 ,在 0.5% 反 应 6s 和 30% 反 应 30 s 各 一 个 
循环 ,这 2 个 步骤 用 于 熔融 曲线 。 反 应 结束 后 ,在 每 
个 循环 延伸 末端 点 收集 艾 光 信号 ,绘制 扩 增 曲线 和 
融 解 曲线 ,检验 产物 的 特异 性 和 相对 表达 量 , 以 
2-^" 值 表示 目的 基因 的 相对 表达 量 。 
1.10 数据 分 析 

实验 选用 的 管家 基因 为 家 看 B6-Actin, 用 比较 立 
值 法 来 测定 目的 基因 在 5 龄 起 蚕 后 受 饥 饿 胁迫 时 在 
血 淋 巴 和 中 肠 组 织 中 的 相对 表达 量 。 数 据 的 统计 和 
作 图 使 用 Excel 软件 。 


2 结果 


2. 1 S 龄 起 蚕 经 饥饿 胁迫 24 h 的 血 淋 巴 息 白 双 癌 
电泳 分 析 

测定 5 龄 起 春 经 24 h 饥饿 胁迫 处 理 的 和 正常 
喂养 对 照 组 的 和 看 体 血 淋巴 蛋白 浓度 ,将 其 调整 为 1.5 
wg/kL, 电 泳 的 重 昌 上 样 量 为 150 ng ,第 一 向 等 电 聚 
焦 采 用 17 cm pH 4 -7 的 IPG 腕 条 ,第 二 向 SDS- 
PAGE 采用 10% 的 分 离 胶 ,电泳 结束 后 经 银 当 的 2- 
DE 图 见 图 1。 


等 电 聚 焦 Isoelectric focusing (pH 4-7) 
REEEEEEESEEEEEEEEEEEPRSEEEEEESL 





A 
图 1 5 龄 起 看 饥饿 24 h 和 正常 取 食 公 的 血 淋 巴 重 白 的 双向 电泳 图 谱 


Protein expression pattern in the hemolymph of the Sth instar molting larvae of Bombyx mori after subjected to 


Fig. 1 


B 


starvation for 24 h and normal feeding by dimensional electrophoresis 
A: 饥 俄 组 Hunger group; B: 对 照 组 (正常 取 食 ) Control group (normal feeding). 
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使 用 PDQuest 8.0.1 软件 对 2-DE 图 谱 的 集 日 点 
进行 分 析 。 在 饥 俄 胁迫 组 能 鉴定 到 的 集 日 点 有 296 
个 , 比 对 照 组 少 87 个 。 特 开 重 昌 点 ,饥饿 胁迫 组 有 62 
个 ,对 照 组 有 149 个 。 在 所 有 能 鉴定 的 重 日 点 中 , 坝 
饿 胁迫 组 与 对 照 组 均 可 相互 匹配 的 熏 捍 点 有 234 对 。 

对 特异 重 白 点 的 分 子 量 和 等 电 点 作 归 类 分 析 ， 
计 俄 胁 担 组 的 特 卉 生日 护 的 分 于 量 分 布 较 广 ,在 
20. 81 ~144.69 kDa 之 间 ; 对 照 组 的 则 位 于 19. 12 ~ 





128.56 kDa 的 范围 。 等 电 点 的 分 布 , 饥 钱 胁 迫 组 的 
分 布 在 4.22 ~ 6.98 之 间 , 对 照 组 的 分 布 在 4.00 ~ 
6.99 的 范围 。 

2.2 家 等 特异 蛋白 点 No.7 111 的 质谱 分 析 





奏 体 经 饥饿 胁迫 处 理 后 ,在 其 体内 的 血 淋 巴 中 
出 现 了 一 个 特异 蛋白 点 No.7 111, 见 图 2(A) 中 的 
箭头 所 指 , 和 蛋白 点 是 单一 的 ,颜色 较 深 ,对 照 组 (图 
2: B) 没 有 该 蛋白 。 





图 2 特异 蛋白 点 No. 7111 在 图 谱 中 的 位 置 
Fig. 2 ”Location of the No. 7111 protein in the map 
A: 饥 俄 组 Hunger group ; B: 对 照 组 (正常 取 食 ) Control group (normal feeding). 季 头 指 癌 为 特异 蛋白 点 。The arrow points to the specific protein. 





图 3 特异 集 日 点 No. 7111 的 相对 含量 三 维 视图 





Fig. 3 Three-dimensional view of the relative amount of the specific protein spot No. 7111 


A: 饥饿 组 Hunger group; B: 对 照 组 (正常 取 食 )Control group (normal feeding). 箭头 指 加 为 特异 重 白 。The arrow points to the specific protein. 


将 差异 蛋白 点 No.7 111 作成 三 维 视图 (图 3) 
作 进 一 步 的 比较 分 析 , 该 重 日 在 正常 喂养 的 对 照 组 
是 没有 的 ,在 饥饿 组 的 看 体 血 淋 巴 中 有 高 丰 度 表达 ， 
推测 是 受 饥饿 胁迫 产生 的 应 激 和 蛋白, 于 是 提取 它 进 
行 MALDI-TOF-TOF 质谱 分 析 , 将 PMF 数据 通过 
Mascot Distiller 软件 搜索 ,与 西南 大 学 看 学 与 系统 生 
物 学 研究 所 提供 的 家 和 看 全 基因 组 蛋白 序列 数据 库 作 











比 对 ,和 集 日 性 质 及 其 鉴定 可 信和 大 得 分 见 表 1。 经 
才 基 酸 序列 比 对 ,得 分 最 高 的 集 日 类 型 为 家 盏 低 
分 子 量 脂 和 蛋白 pBmHP-6 前 体 (low molecular 30 
kDa lipoprotein pBmHP-6 ( Lp-c6 ) precursor 
| Bombyx mori | ) (gi: 112984502 ) , 重 白 序列 由 
256 个 氨 基 酸 组 成 ,理论 等 电 点 为 6. 11 ,理论 分 
子 量 为 29 733.87 Da。 


表 1 特异 重 白 点 No. 7111 的 质谱 鉴定 结果 


Table 1 Identification information of specific protein spot No. 7111 by mass Spectrum 


检索 号 分 子 奈 量 ( Da) 得 分 

gl Molecular weight Score 

1 gi1|112984502 29 829 283 
2 811225905552 29 815 283 
3 gi15740 29 762 272 
4 gi1|1209734440 18 443 54 


描述 


Description 


Low molecular 30 kDa lipoprotein PBMHP-6 precursor | Bombyx morti |] 
30 kDa protein precursor | Bombyx mort | 

30K protein | Bombyx mori|] 

Clorf123 | Salmo salar | 
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2.3 家 竺 BmLp-c6 的 克隆 与 原核 表达 

为 了 解 pBmHP-6 前 体重 日 在 看 体 饥 俄 胁迫 过 程 
中 的 作用 ,对 其 氨基 酸 序 列 分 析 后 ,得 到 BmLp-c6 的 
ORF 序列 ,进而 克隆 Bmlp-c6 基因 及 转录 表达 分 析 。 

以 家 在 血 淋 巴 RNA 反 转 录 得 到 的 cDNA 为 模 
版 ,再 以 候选 基因 的 特异 性 引物 ,进行 PCR 扩 增 ( 特 
异性 引物 序列 如 下 :5'-CGGGATCCATGAGACTGCAC 
TTTGTTTGCC-3', 5’-CCCAAGCTTTTACAACAACGCT 
TAGTAGGGG-3', 下 划 线 为 BamH [ 和 Hind 于 酶 切 
位 点 ) , 扩 增 产物 经 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 
在 800 bp 附近 出 现 一 条 PCR 扩 增 带 , 与 预测 的 
Bmlp-c6 的 扩 增 长 度 801 bp 相 吻 合 (图 4)。 











M ] 


bp 


3 000 
3 000 
2 000 
1 300 
1 000 

730 


300 


250 
100 





图 4 BmLp-c6 的 PCR 扩 增 
Fig. 4 PCR amplification of BmLp-c6 
M: DL5000 Marker; 1: 目的 基因 Target gene. 


选取 测序 正确 的 含 目 的 基因 的 重组 表达 质粒 
pET21d( + )-BmlLp-c6 转化 到 表达 箱 主 菌 BL21 后 ， 
挑 取 单 克隆 阔 , 用 pET-21d( + ) 载 体 上 的 特异 引物 
进行 PCR 鉴定 ,如 图 5 所 示 。 由 图 5 可 以 看 出 ， 
Bmlp-c6 基因 重组 质粒 的 PCR 扩 增 带 出 现在 800 bp 
附近 ,与 预期 的 相 吻 合 , 初 步 推 测 为 阳性 元 隆 。 


M 1 














bp 
2 000 


1 000 
730 
300 


250 
100 





图 5 Bmlp-c6 基因 重组 表达 质粒 的 PCR 鉴定 
Fig. S$ PCR identification of the recombinant expression 
plasmid of BmLp-c6 
M: DL2000 Marker; 1: 重组 质粒 的 PCR 扩 增 产物 PCR product of 


the recombinant plasmid. 
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将 PCR 鉴定 为 阳性 的 重组 质粒 再 行 双 酶 切 鉴 





定 ,1% 琉 脂 糖 北 胶 电泳 检测 酶 切 结果 如 图 6。 
M 1 3 


bp 

10 000 
7 000 
4 000 
2 000 


1 000 


300 


250 





图 6 Bmlp-c6 重组 表达 质粒 的 双 酶 切 鉴 定 


ldentification of the recombinant expression plasmid 


Fig. 6 
of BmLp-c6 by restriction digestion 

M: DL10000 Marker; 1: 重组 表达 质粒 的 酶 切 产 物 Restriction 

digestion product of recombinant expression plasmid; 2:， pET21d 

( + ) 表达 载体 Expression vector pET-21d( + );3: BmLp-c6 PCR 扩 

增产 物 PCR product of BmLp-c6. 


由 图 6 可 以 看 出 , 酶 切 后 的 重组 质粒 产生 了 
2 条 电泳 带 , 一 条 为 线性 化 的 载体 质粒 ,大 小 约 
5 440 bp ,与 空 载体 条 市 一 致 ; 另 一 条 为 插入 的 目的 
基因 片段 ,大 小 约 为 800 bp ,与 其 PCR 扩 增 条 市 大 
小 801 bp 基本 一 致 。 由 此 进一步 证 实 重 组 表达 质 
粒 已 经 成 功 转化 到 表达 和 窒 主 孙 BL21 中 。 

将 上 述 鉴 定 正确 的 基因 阳性 元 隆 送 样 测序 , 测 
序 结果 与 GenBank 上 已 登录 的 序列 (登录 号 :NM_ 
001044021 ) 进行 比 对 ,结果 显示 核 甘 酸 序 列 一 致 性 
为 99.25%， 

经 RT-PCR 扩 增 (引物 同 2.3 市 ) ,获得 特 寞 性 
条 市 ,克隆 测序 表明 为 Bmlp-c6 基因 。 然 后 亚 殉 隆 
到 pET21d( + ) ,经 诱导 成 功 表达 出 约 30 kDa 的 特 
异性 条 市 ,其 最 佳 诱导 表达 条 件 为 25 诱导 6 h, 重 
组 表达 和 集 日 占 阔 体 表达 辟 集 日 的 17.08%。 
2.4 BmLp-c6 在 看 体 血 淋巴 和 中 上 肠 组 织 中 的 表达 
分 析 

采用 TRIZOL 法 提取 鼻血 淋巴 和 中 肠 的 总 
RNA ,引物 设计 采用 Primer 5.0 软件 ,选用 B-Actin 
作为 内 参 基 因 ,按照 RT-qPCR 要 求 设 计 B-Actin 和 
目的 基因 的 引物 ( 表 2) ,BrmZp-c6 在 血 淋 巴 和 中 肠 
组 织 中 转录 表达 的 情况 见 图 7。 

从 图 7 可 以 看 出 ,对 照 组 BrZp-c6 的 转录 水 平 
均 很 低 , 当 饥 俄 胁迫 12 h 时 , 束 可 看 到 Brz1p-ce6 的 
大 量 转录 表达 ,表达 量 是 对 照 的 33.2 倍 , 之 后 则 随 
着 乍 体 饥 饿 时 间 的 延长 而 逐渐 下 降 , 至 72 bh 时 ,对 照 
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表 2 RT-qPCR 检测 基因 的 引物 
Table 2 Primers of genes in RT-qPCR detection 





基因 名 称 引物 序列 45 3 ) 
Cene name Primer sequence 
B-Actin 上 : ACACCCCGTCCTGCTCACT 
B-Actin R: GGCGTGTTGAATGTTTCGAA 
BmlLp-c6 上 : GAGACCGCTATCGCCAAATG 
BmLp-c6 R: TGTTCCTCTTGCCGTTTTCG 
35 






30 


2 


20 


二 


相对 转录 水 平 


Relative expression level 


10 
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照 组 的 表达 量 才 略 高 于 饥饿 组 。 从 整个 转录 表达 的 
情况 来 分 析 ,饥饿 胁迫 会 引起 Bmlp-c6 在 血 淋 巴 中 
长 时 间 、 大 量 的 转录 表达 。Bmlp-c6 在 中 肠 中 的 转 
录 表 达 情 况 见 表 3。 

从 表 3 可 见 ，BmlLp-c6 的 转录 表达 无 论 挟 专 饿 
组 或 是 对 照 组 ,其 表达 量 均 极 低 , 且 随 着 饥饿 时 间 的 
延长 而 逐渐 下 降 。 























国 正常 喂养 Normal feeding 
目 包 俄 胁 连 Starvation stress 


饥 饼 时 间 Starvation duration (h) 





图 7 Bm7p-c6 在 饥 俄 胁迫 不 同时 间 的 家 答 5 龄 起 大 血 淋 巴 中 的 转录 水 平 


Fig. 7 Transcriptional level of BmLp-c6 in the hemolymph of the 9th instar larvae of Bombyx mori 


subjected to starvation stress for different time 


表 3 Bmlp-c6 在 饥饿 胁迫 不 同时 间 的 家 蚕 5 龄 起 蚕 中 肠 中 的 转录 水 平 


Table 3 Transcriptional level of BmLp-c6 in the midgut of the Sth instar larvae of Bombyx mori 


subjected to starvation stress for different time 


处 理 
Treatment 12 24 
这 有 昭 经 党 ' 取 从 
对 照 组 (正常 取 食 ) i 
Control group (normal feeding) 
人 fb 
风声 组 0. 003195 0.001532 


饥饿 时 间 Starvation duration (Ph) 


30 48 60 272 
0. 440333 0.302149 0.192554 0.133354 
0.000732 0.000372 0.000179 0.000088 


Hunger group 


3 ”讨论 与 结论 


饥 猴 胁迫 会 影响 生物 的 生长 、 发 育 、 楷 殖 和 寿 
命 , 为 应 对 短 时 的 饥饿 影响 ,生物 体会 通过 上 日 里 的 生 
理 代 谢 和 免疫 机 制 来 平衡 调整 。 家 和 奏 也 一 样 , 当 其 
受到 饥饿 胁迫 时 ,体内 生理 代谢 减 慢 , 当 受 害 严 重 
时 , 酶 活性 以 及 免疫 功能 就 会 下 降 ( 徐 俊民 和 朱 亚 
峰 ,1983; 沈 卫 德 等 , 1988 ) ,甚至 廊 发 盘 病 ,直接 影 
啊 到 经 济 收 入 (有 巡 晓 静 , 2005) 。 因 此 ,深入 研究 家 
至 遗 受 不 恨 环境 条 件 影响 下 的 生理 生化 变化 ,探索 
其 对 饥 俄 胁迫 的 调控 机 理 , 是 在 学 工作 者 一 直 关 注 
的 问题 。 





家 奏 在 幼虫 期 摄食 桑 叶 获得 彰 养 ,通过 中 肠 消 
化 吸收 ,经 血 淋 巴 循环 代谢 ,维持 生命 和 索 簿 后代。 
然而 ,一 旦 受到 饥饿 胁迫 ,储存 在 体内 的 脂肪 体会 通 
过 代谢 转换 形成 机 体 所 需 物 质 来 抵抗 饥 俄 ,同时 , 体 
内 的 消化 融 官 . 酶 系统 和 激 系 调 节 系 统 也 会 作出 反 
应 ,以 应 对 饥饿 的 影响 。 但 是 ,得 体 的 生理 如 何 调 
节 ? 哪些 因 于 起 关键 作用 ?” 对 这 些 问题 目前 都 知之 
甚 少 。Zhang 等 (2011 ) 通 过 双 回 电泳 和 质 详 技术 研 
究 了 饥饿 条 件 下 5 龄 第 3 天 的 幼虫 中 肠 差异 和 蛋白， 
发 现 饥 俄 条 件 下 奉 体 会 产生 1 种 10 kDa 的 热 激 集 
日 和 1 种 浏 育 激素 前 体 来 抵抗 饥饿 ,这 在 家 得 饥饿 
协 迫 人 研究 中 是 一 个 很 有 意义 且 值 得 继续 深 人 探索 的 
问题 。 
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本 文 从 家 和 三 受 饥饿 胁迫 时 血 淋 巴 的 蛋白 变化 着 
手 , 经 2-DE 结合 质谱 技术 ,对 饥饿 胁迫 下 出 现 的 特 
异 借 日 经 分 子 生 物 信 息 学 分 析 , 从 中 选择 了 1 个 只 
在 饥 俄 看 的 血 淋 巴 中 有 高 丰 度 表达 的 差异 和 借 日 , 通 
过 克隆 该 基因 并 分 析 其 在 看 体 饥 饿 胁迫 时 的 调控 作 
用 。 结 果 表 明 ,5 龄 起 和 看 受到 饥饿 胁迫 时 ,会 引起 
Bmlp-c6 基因 在 血 淋 巴 中 大 量 转录 表达 ,正常 喂养 
的 对 照看 则 无 此 转录 表达 现象 ,初步 认为 该 基因 是 
受到 饥饿 胁迫 而 被 诱导 表达 的 ,但 其 详细 的 调控 机 
制 还 有 待 进一步 研究 。 

Bmlp-c6 属于 Bmlp 基因 家 族 , 其 编码 蛋白 属 多 
功能 蛋白 质 。 刘 晓 敏 等 (2009 ) 的 研究 发 现 , Bmlyp- 
c23 在 幼虫 中 含量 最 高 ,在 看 卵 中 含量 很 低 ,甚至 可 
能 不 表达 。Bmlp-c21 在 家 在 师 期 及 5 龄 幼虫 血液 
中 的 转录 和 表达 水 平 最 高 ( 陈 侈 等 ,2012 ) 。Zhang 
等 (2012) 对 BmLp3 和 BmlLp7 的 合成 .运输 和 降解 
功能 进行 了 研究 。 从 本 实验 Bmlp-c6 基因 在 受到 饥 
饿 胁迫 时 的 变化 来 看 , Bmlp-c6 基因 的 转录 表达 也 
有 时 效 性 , 当 乍 体 饥 饿 时 间 延 长 到 一 定时 间 后 ,基因 
的 转录 表达 就 会 变 慢 。 本 文 对 家 和 在 饥饿 胁迫 时 的 香 
白质 谱 变 化 只 作 了 分 析 ,而 其 中 的 差异 蛋白 ,有 哪些 
与 饥 饭 有关 ,为何 产 生 差 异 ,日 后 还 需要 从 不 同 的 角 
度 ,不同 的 层面 去 研究 前 明 ,为 分 析 家 和 春 耐 受 饥饿 的 
抗 性 机 理 提供 科学 的 理论 参数 。 





























参考 文献 ( References) 


Bradford MM, 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding. Anal. Biochem., 72.: 248 -254. 

Chen ©Q, Yang D, Nie ZM, Chen J, Zhang YZ, 2012. Expression 
analysis of Bmlp-c2]l gene of Bombyx mori and subcellular 
localization of its encoded protein. Science of Sericulture, 38 (3 ) : 
434 -441.[ 陈 琴 , 杨 丹 ,其 作 明 , 陈 健 , 张 焰 洲 , 2012. 家 鼻 
Bmlp-c21 蛋白 的 表达 分 析 及 其 亚 细 胞 定位 . 蛋 业 科学 , 38(3): 
434 -441 | 

Li JY, Li JS, Zhong BX, 2012. Proteomic profiling of the hemolymph at 


the fifth instar of the silkworm Bombyx mori. Insect Science, 19(4): 
441 —454. 

Li XH, Wu XF, Yue WF, Liu JM, Li GL, Miao YG, 2006. Proteomic 
analysis of the silkworm (Bombyx mori L.) hemolymph during 
developmental stage. Proteome Res., 5: 2809 -2814. 

Liu XM, Shu TJ, Sheng Q, Lv ZB, Chen J, Nie ZM, Wang D, Liu LL, 
Shen HD, Su JH, Chen JQ, Wu XF, Zhang YZ, 2009. Cloning, 
expression, tissue localization and subcellular localization of Bombyx 
mori lipoprotein gene. China Science and Technology Paper Online, 
http:AAwww. paper. edu. cn，|[ 刘 晓 敏 ,和 舒 特 俊 ， 盛 清 , 吕 正 兵 ， 
陈 建 , 聂 作 明 , 王 丹 , 刘 丽 丽 , 沈 红 丹 , 苏 建 洪 , 陈 剑 清 ， 吴 祥 
甫 , 张 次 洲 , 2009. 家 看 脂 重 日 的 元 隆 表 达 、 组 织 定 位 与 亚 细 胞 
定位 . 中 国 科 技 论文 在 线 , http://www. paper. edu. cn ] 

Shen WD, Zhang J, Hu YT, 1988. Hunger effects on protein content 
and spinning volume of the silkworm blood. Jiangsu Sericulture, 
(1): 14 -17. [ 沈 卫 德 , 张 坚 , 明 雨 孚 , 1988. 饥 俄 对 家 看 血液 
和 集 日 质 含 量 和 吐 丝 量 的 影响 . 江苏 看 业 ，(1): 14 -17] 

Song KH, Jung MK, Euma JH, Hwang IC, Han SS, 2008. Proteomic 





analysis of parasitized Plutella xylostella larvae plasma. Insect 
Physiol., 54(8):1271 - 1280. 

Wu XJ, 2005. The test of silkworm sericulture by a great lack of leaf 
feeding. Newsletter of Sericulture and Tea，119: 6. [| 吴 晓 静 ， 
2005. 大 得 期 缺 叶 饲养 试验 . 看 桑 茶叶 通讯 , 119: 6] 

Xu JL, Zhu YF, 1983. The cluster test of fifth instar larvae by feeding on 
hunger and adding ecdysone at different level. Bulletin of 
Sericulture ,，(2) : 24 -27. [人 徐 俊 良 , 朱 亚 峰 , 1983. 五 龄 大 不 同 
程度 饥 俄 和 添 食 虹 皮 激素 上 禾 试 验 . 看 桑 通报 , (2): 24 -27| 

Yan JX, Wait R, Berkelman T, Harry RA, Westbrook JA, Wheeler 
CH, Dunn MJ, 2000. A modified silver staining protocol for 





visualization of proteins compatible with matrix-assisted laser 
desorption/ionization and electrospray ionization-mass spectrometry. 
Electrophoresis, 21(17).: 3666 - 3672. 

Zhang S, Xu YM, Fu Q, Jia L, Xiang ZH, He NJ, 2011. Proteomic 
analysis of larval midgut from the silkworm ( Bombyx mori ). 
Comparative and Functional Genomics, 2011.: 1 -13. 

Zhang Y, Zhao P, Liu HL, Dong ZM, Yang OQ, Wang DD, Xia QY, 
2012. The synthesis, transportation and degradation of BmLP3 and 
BmLP7, two highly homologous Bombyx mori 30K proteins. Insect 
Biochem. Molec. Biol., 42: 827 -834. 





(责任 编辑 : 月 德 成 ) 


